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Resumen
Los estudios de variabilidad genética resultan útiles para el manejo racional del material, tanto para su con-
servación como para el mejoramiento. La Repetición de Secuencias Inversas Marcadas (ISTR) es una técnica 
basada en la PCR que permite el estudio de la diversidad genética de individuos y poblaciones; identificación 
de cultivares, entre otras aplicaciones. En este sentido, el objetivo del presente trabajo fue estudiar la diver-
sidad de accesiones de guayabo empleando este marcador molecular. Para el análisis de los datos se generó 
una matriz de ausencia-presencia de las bandas polimórficas, a partir de la cual se desarrolló un análisis de 
agrupamiento basado en el coeficiente de Jaccard y el método UPGMA para la construcción del dendrograma 
con el programa NTSYS-pc. La evaluación de los genotipos de guayabo con el marcador ISTR generó un total 
de 52 bandas polimórficas, las cuales permitieron diferenciar todos los materiales evaluados, corroborando 
la utilidad de esta técnica para la identificación de accesiones en la especie. El análisis de agrupamiento per-
mitió evidenciar la formación de cuatro grupos de diversidad definidos y la presencia de cuatro accesiones 
externas. Las diferencias encontradas en el agrupamiento de las accesiones por ISTR respecto a las obtenidas 
previamente por AFLP y SSR sugieren que el elegir la técnica más apropiada para determinados estudios 
puede resultar un proceso difícil. Los resultados discutidos en este trabajo indican la necesidad de realizar 
estudios integrados en el banco de germoplasma de este cultivo para lograr un manejo más racional de la 
base genética del mismo.
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Introducción 
El guayabo (Psidium guajava L.) ha adqui-
rido recientemente una mayor importancia en 
las áreas tropicales y subtropicales del mundo, 
debido principalmente a su alto contenido de 
ácido ascórbico y por lo rentable de su cultivo 
(Coelho de Lima et al., 2002; Vasco et al., 2003; 
Sanabria et al., 2005). 
Los estudios de variabilidad genética re-
sultan útiles para el manejo racional del mate-
rial, tanto para su conservación como para el 
mejoramiento genético de la especie (Marcucci 
et al., 2001; Frankham et al., 2003; Tapia et al., 
2005). En este sentido, en la literatura hay va-
rias referencias acerca del uso de marcadores 
de ADN para algunos de los miembros de la 
familia Myrtaceae a la cual pertenece el guaya-
bo (Aitken et al., 1998; Dettori y Palombi, 2000; 
Rossetto et al., 2000). Por otra parte, se han al-
canzado importantes resultados mediante el 
empleo de marcadores del tipo Polimorfismo 
del ADN Amplificado al Azar (RAPD, de sus 
siglas en inglés), Polimorfismo de la Longitud 
de Fragmentos Amplificados (AFLP, de sus si-
glas en inglés) y Secuencias Simples Repetidas 
(SSR, de sus siglas en inglés) en colecciones del 
germoplasma de este frutal en México, Co-
lombia, Venezuela, India y Cuba (Hernández 
et al., 2003; Reveles et al., 2003; Rueda, 2003; 
Valdés-Infante et al., 2003; Rodríguez et al., 
2004; Rodríguez et al., 2005; Sharma et al., 2005; 
Sanabria et al., 2006; Hernández-Delgado et al., 
2007; Aranguren y Fermin, 2007). 
La Repetición de Secuencias Inversas 
Marcadas (ISTR) es una técnica basada en la 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, 
de sus siglas en inglés) que utiliza secuencias 
repetitivas denominadas retrotransposones 
como cebadores. Estas secuencias se encuen-
tran ampliamente distribuidas por todo el ge-
noma de eucariontes  y permiten el estudio de 
la diversidad genética de individuos y poblacio-
nes, la identificación de cultivares, entre otras 
aplicaciones (Rohde, 1996; Valdés-Infante y 
Rodríguez, 2003; Capote, 2007). En el caso es-
pecífico del guayabo, sólo existe la referencia 
del uso de este marcador molecular para el es-
tudio de parentales y descendientes del cruce 
‘Enana Roja Cubana’ x ‘Bangkok’ (Rodríguez et 
al., 2003). El objetivo del presente trabajo fue 
estudiar la diversidad de accesiones de guayabo 
empleando la técnica ISTR. 
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Materiales y métodos 
Material vegetal 
El material vegetal utilizado para la ca-
racterización morfoagronómica (tabla 1) for-
ma parte de la colección de guayabo (Psidium 
guajava L.) de la Unidad Científico-Tecnoló-
gica de Base (UCTB) de Alquízar, provincia 
La Habana, perteneciente al Instituto de In-
vestigaciones en Fruticultura Tropical (IIFT) 
de Cuba. Las accesiones provienen de dife-
rentes fuentes: plantas introducidas, pros-
pecciones realizadas en distintas localidades 
del país y selecciones producidas por poli-
nización abierta, fundamentalmente de los 
cultivares ‘N6’, ‘Suprema Roja’, ‘Indian Pink’ 
y ‘Perú Roja’. 
Tabla 1. Accesiones de guayabo (Psidium guajava L.) utilizadas 
en la caracterización molecular por ISTR
Designación Origen
BG 73-8 Polinización abierta
Cotorrera Prospección
Belic L-120 Polinización abierta
BG 73-10 Polinización abierta
BG 73-7 Polinización abierta
Suprema Roja Florida
EEA 6-19 Polinización abierta
EEA 18-40 (Enana Roja Cubana) Polinización abierta
Ibarra Prospección
BG 76-23 Polinización abierta
Homero No. 1 Prospección
Seychelles Islas Seychelles
N6 Florida
Belic L-207 Polinización abierta
Microguayaba Prospección
Belic L-123 Polinización abierta
Peru Roja Prospección
EEA 1-23 Polinización abierta
N7 sin semillas (ss) Florida
BG 76-6 Polinización abierta
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La colección se encuentra ubicada en los 
22° 47’ de latitud norte y los 82° 31’ de longi-
tud oeste a 11 m sobre el nivel del mar y con 
una topografía llana de pendiente 0. Los sue-
los sobre los que se asienta corresponden al 
tipo ferralítico rojo compactado y ferralítico 
rojo hidratado, y tienen un pH entre 5,5 y 6,5 
(Rodríguez et al., 1999). La misma fue confec-
cionada siguiendo un diseño completamente 
aleatorizado, que incluye dos réplicas para cada 
accesión.
Aislamiento y purificación del ADN 
genómico 
Se extrajo el ADN genómico procedente 
de 5,0 g de material foliar, a través de una mo-
dificación sugerida por Ramírez et al. (2004) al 
tampón de extracción CTAB (Polovinilpirroli-
dona al 2%, 25 mM de ascorbato de sodio, 25 
mM de bisulfito de sodio y 10 mM de dietil-
ditocarbamato) del protocolo original descrito 
por Doyle y Doyle (1990). Posteriormente, se 
purificaron con columnas NucleoSpin (Ma-
chery y Nagel, 2002) para ADN de alto peso 
molecular. La concentración y calidad del ADN 
precipitado fue determinada por electroforesis 
en gel de agarosa al 0,7% y comparada con 
el marcador de concentración 1 kb (GIBCO-
BRL, Netherlands). 
Análisis con el marcador molecular 
ISTR 
Se utilizó el material vegetal referido en la 
tabla 1 para la caracterización de la diversidad 
a través de este tipo de marcador de ADN. Se 
evaluaron cinco combinaciones de cebadores: 
F5/B3; F3/B2B; F3/B10; F3/B3 y F1/B3 (ta-
bla 2), siguiendo el protocolo descrito en la li-
teratura por Rohde (1996). 
Tabla 2. Secuencias de los cebadores ISTR utilizados en la caracterización molecular 
de accesiones de guayabo (Psidium guajava L.)
Combinaciones de cebadores Secuencias
F3 x B3
F3:    GTCGACATGCCATCTTTC
B3:    ATTCCCATCTGCACCATT
F5 x B3 
F5:    ATATATGGACTTAAGCAAGC
B3:    ATTCCCATCTGCACCATT
F3 x B2B
F3:    GTCGACATGCCATCTTTC
B2B:  GGATATCCTATGAATCAAGC
F3 x B10
F6:    GTATTGTAGGTGGATGACATCC
B3:    ATTCCCATCTGCACCATT
F1 x B3
F1:    AGGAGGTGAATACCTTAG
B3:    ATTCCCATCTGCACCATT
La reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) fue desarrollada en un volumen final de 
20 μL que contenían 10-50 ng de ADN; 0,2 
mM de dNTP; 2,5 mM de MgCl2; buffer de 
PCR 1X (GIBCO-BRL, Groningen, Nether-
lands); 10 pM de cada cebador de AFLP y 1U 
de Taq ADN polimerasa (GIBCO-BRL). El pro-
grama empleado es el siguiente: 95 ºC, 3 min; 
95 ºC, 30 s; 45 ºC, 30 s; 72 ºC, 2 min, con repe-
tición de 40 ciclos del paso 2 al 4 y un paso final 
de extensión de 72 ºC, 10 min.
Los productos de la PCR generados fue-
ron desnaturalizados por calentamiento du-
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rante 5 min a 94º C en presencia de formamida 
(98% formamida desionizada, 10 mM EDTA, 
0,025%  bromofenol azul y 0,025% xilencianol). 
Se aplicaron alícuotas de 3 µL en un gel desna-
turalizante de poliacrilamida al 4%, empleando 
el tampón de corrida TBE 1X para la electro-
foresis, la cual se llevó a cabo a pH 8,9 y 40 W. 
Después de la corrida, los geles fueron revelados 
por tinción con sales de plata, según el protoco-
lo referido por Valadez y Günter (2000). 
Análisis de los datos 
Para el análisis de los datos se generó una 
matriz de ausencia (0)-presencia (1) de las ban-
das polimórficas. A partir de esta matriz se cal-
cularon los siguientes parámetros de acuerdo 
con lo sugerido por Belaj et al. (2003): 
1. Número de unidades de ensayo (u: 
producto de la amplificación de la 
PCR obtenida con una pareja de oli-
gonucleótidos).
2.  Número de bandas polimórficas 
(np).
3.  Número de bandas no polimórficas 
(nnp).
4.  Número total de bandas (n= np+ 
nnp).
5.  Número promedio de bandas po-
limórficas por unidad de ensayo 
(np/u). 
6.  Número de patrones de bandas iden-
tificados por combinación de oligo-
nucleótidos (Tp). 
7.  Número de patrones de bandas úni-
cos identificados por combinación de 
oligonucleótidos (Tpu). 
8.  Porcentaje de identificación (Pi = 
(Tpu/Tp)x100). 
9.  Número promedio de patrones de 
bandas identificados (I). 
10. Número promedio de patrones úni-
cos de bandas identificados (Iu). 
11. Heterocigosidad esperada (Hep) del 
loci polimórfico: He = 1 - Σpi2 donde pi 
es la frecuencia de alelos en el imo alelo 
y la media aritmética de la heterocigo-
sidad del loci polimórfico: 
            
, 
donde n es el número de marcadores 
analizados.
Con estos datos de ausencia presencia 
de bandas también se desarrolló un análisis de 
agrupamiento, en el cual se tuvo en cuenta el 
valor cofenético más alto para la selección del 
coeficiente y del algoritmo de agrupamiento 
por emplear. Se utilizó el coeficiente de Jaccard 
(1908) entre cada par de accesiones y el método 
de las medias aritméticas por grupo no pon-
deradas (UPGMA, Unweighted Pair-group Me-
thod Arithmetic Averages) para la construcción 
del dendrograma. Se empleó el paquete estadís-
tico NTSYS-pc (versión 2.1; Rohlf, 2001) para 
la realización del mismo. Se utilizó el método 
del remuestreo para confirmar la veracidad de 
los grupos, así como el cálculo de los valores de 
similitud entre posibles grupos con este mismo 
propósito. 
Resultados y discusión 
La evaluación de los genotipos de guaya-
bo con las cinco combinaciones de cebadores 
ISTR analizadas generó un total de 173 bandas, 
de las cuales el 30% son polimórficas. Se de-
tectaron de 5 a 17 bandas polimórficas para 
las combinaciones de cebadores F5/B3 y F3/
B2B, respectivamente (tabla 3). La cantidad de 
bandas detectadas corrobora lo referido en la 
literatura por diversos autores respecto a la efi-
ciencia de esta técnica para generar un gran nú-
mero de marcadores en un período de tiempo 
corto (Rohde, 1996; Capote, 2007), y para la 
identificación de accesiones en el guayabo (Ro-
dríguez et al., 2003). 
Las combinaciones F3/B3 y F3/B2B 
mostraron el mayor número de bandas, de las 
cuales el 60% y el 55% respectivamente fueron 
polimórficas. La combinación F1/B3, aunque 
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ficas, tiene un nivel de polimorfismo (53%) 
comparable a las dos mencionadas anterior-
mente. Las restantes parejas (F5/B3 y F3/B10) 
mostraron valores bajos de polimorfismo (25% 
y 23%, respectivamente) (tabla 3). 
Los cebadores ISTR evaluados permitie-
ron generar un total de 52 fragmentos poli-
mórficos con los cuales fue posible diferenciar 
todos los materiales analizados. Resultados 
similares fueron obtenidos por Ramírez et al. 
(2003), Rodríguez et al. (2003), Dueñas (2005), 
Capote (2007) y Alonso et al. (2008) durante 
el estudio de accesiones de aguacatero (Persea 
americana Mill.), guayabo, género Musa, mango 
y cocotero (Cocos nucifera L.), respectivamente, 
empleando este mismo marcador molecular. 
Tabla 3. Nivel de polimorfismo, porcentaje de discriminación e informatividad detectado 
para cada una de las combinaciones de cebadores ISTR evaluadas 
Índices y sus abreviaturas
Combinaciones de cebadores ISTR
F3/B3 F5/B3 F3/B2B F3/B10 F1/B3
No. bandas polimórficas Np 15 5 17 7 8
No. bandas no polimórficas Nnp 25 20 31 30 15
No. total de bandas N 40 25 48 37 23
No. de patrones de bandas Tp 20 13 18 12 20
No. de patrones de bandas únicos Tpu 20 10 18 8 17
Porcentaje de identificación Pi 100 72,2 100 66,7 85
Heterocigosidad esperada Hep 0,32 0,24 0,31 0,23 0,29
No. promedio de bandas polimórficas P 10,4
No. promedio de patrones de bandas I 16,6
No. promedio de patrones de bandas únicos Iu 14,6
Heterocigosidad esperada promedio He 0,28
El 100% de los patrones de bandas iden-
tificados por las combinaciones F3/B3 y F3/
B2B fueron únicos (tabla 3), por lo que re-
sultaron altamente eficientes para la diferen-
ciación de todos los genotipos analizados y 
son recomendables, por tanto,  para este tipo 
de análisis en el guayabo. El resto mostraron 
valores de intermedios a altos de porcentaje 
de identificación, a pesar del bajo número de 
bandas polimórficas detectado para algunas 
de ellas. 
De manera general, la heterocigosidad es-
perada fue baja para todas las combinaciones 
evaluadas, lo cual influyó en el valor medio de-
tectado (tabla 3). Esto está en correspondencia 
con la naturaleza fundamentalmente autógama 
que tiene el guayabo, además de que puede 
constituir un reflejo del grado de parentesco 
que existe entre muchas de estas accesiones 
(Subramanyan e Iyer, 1993). Resultados simila-
res fueron referidos por Valdés-Infante (2009) 
en la caracterización de un mayor número de 
accesiones pertenecientes a la colección cubana 
de guayabo, así como por Alonso et al. (2008) 
durante el estudio de accesiones de cocotero y 
por Capote (2007) en mango. Las combinacio-
nes con los valores más altos fueron F3/B3 y 
F3/B2B (0,32 y 0,31 respectivamente), lo que es 
de esperar si se tiene en cuenta que mostraron 
los mayores valores de porcentaje de discrimi-
nación y de polimorfismo (tabla 3). Teniendo 
en cuenta lo comentado, son recomendables 
no sólo para la identificación varietal sino para 
la realización de estudios de diversidad en el 
cultivo.  
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Por otra parte, la figura 1 muestra las re-
laciones genéticas entre las diferentes accesio-
nes estudiadas. En la misma se puede apreciar 
la formación de cuatro grupos de diversidad 
definidos y la presencia de cuatro accesiones 
externas (‘EEA 18-40’, ‘BG 76-23’, ‘Peru roja’ 
y ‘Microguayaba’). Los valores de similitud en-
tre grupos variaron del 28% al 36%, confir-
mando la veracidad de los mismos. Rodríguez 
et al. (2003) obtuvieron resultados similares al 
observar la formación de dos grupos de diver-
sidad en la caracterización de descendientes 
y parentales del cruce ‘Enana Roja Cubana’ x 
‘Bangkok’ utilizando marcadores ISTR. 
En el grupo I se encuentra la accesión ‘Su-
prema roja’, introducida de la Florida, agrupa-
da con los dos materiales locales ‘Belic L-123’ y 
‘EEA 1-23’. Según Cañizares (1981), en los ini-
cios del mejoramiento genético de esta especie 
en el país se seleccionaron frutos con caracte-
rísticas deseables del cultivar ‘Indian pink’, cu-
yas semillas se sembraron y sus descendientes 
fueron designados con las letras Belic, seguidas 
de un número. 
Por otra parte, este mismo autor señala 
que la accesión ‘EEA 1-23’ también se deriva de 
la ‘Indian pink’, por lo que no resulta sorpren-
dente que ambos genotipos estén formando un 
grupo. Los mismos fueron obtenidos a partir 
de polinización abierta, por lo que se descono-
ce el otro posible parental. No obstante, estos 
resultados contrastan con los obtenidos por 
AFLP (Valdés-Infante et al., 2003; Rodríguez et 
al., 2004) y por SSR (Rodríguez et al., 2005) en 
el estudio de diversidad de este mismo banco 
de germoplasma, donde la ‘Suprema Roja’ se 
Figura 1. Resultado del análisis de agrupamiento  de las accesiones de guayabo evaluadas, 
realizado mediante el coeficiente de Jaccard, utilizando como método de agrupamiento el UPGMA, 
sobre la base de los 52 marcadores ISTR generados.
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encuentra separada de la ‘EEA 1-23’ (AFLP) o 
en el grupo contiguo a la misma (SSR).  
De igual forma, en el grupo II se encuen-
tran las accesiones locales ‘BG 73-7’ y ‘EEA 
6-19’ con ‘Seychelles’, procedente de Islas Se-
ychelles, y con ‘N7’ sin semillas, una mutación 
somática del cultivar ‘N7’ introducido desde la 
Florida a finales de la década de los cincuenta, 
según lo referido por Cañizares (1981). Respec-
to a la asociación de EEA 6-19 con Seychelles, 
se obtuvieron estos mismos resultados utilizan-
do combinaciones de cebadores SSR, lo cual 
contrasta con lo observado por AFLP, donde 
la EEA 6-19 es una accesión externa en el den-
drograma (Valdés-Infante et al., 2009).  
La agrupación de la N7 sin semillas con 
EEA 6-19 y Seychelles, dos genotipos con ca-
racterísticas moleculares y morfoagronómicas 
diferentes, confirma la naturaleza distintiva de 
estos materiales y sugiere la necesidad de pre-
servarlos en la colección por representar una 
fuente peculiar de variabilidad. 
Por otra parte, la asociación de estos ge-
notipos con la BG 73-7 no mostró igual rela-
ción en el análisis con AFLP y SSR, donde se 
ubicó bien separada de estas accesiones (Val-
dés-Infante, 2009).
Resulta interesante destacar la localiza-
ción de Cotorrera, Ibarra y Homero No. 1 en 
el grupo III. Los tres son genotipos locales y 
procedentes de prospecciones realizadas en 
diferentes regiones del país. Cotorrera es la 
forma silvestre del guayabo en Cuba; mien-
tras que Ibarra es una mutación somática del 
cultivar N6, introducido desde la Florida. La 
misma fue identificada en la región de Sancti 
Spíritus, por el mejorador Juan Ibarra, según 
lo referido por Cañizares (1981). Esta hipótesis 
fue corroborada por Rodríguez et al. (2005) y 
Valdés-Infante (2009) con la utilización de los 
AFLP y los SSR.
La caracterización molecular de este ger-
moplasma con estos otros dos marcadores mo-
leculares también coincide en la asociación de 
‘Ibarra’ y ‘Homero No.1’, no siendo así para 
el caso de la ‘Cotorrera’ (Rodríguez et al., 2005; 
Valdés-Infante, 2009). No obstante, este genotipo 
se encuentra ampliamente distribuido por todo el 
país, por lo que no resulta sorprendente que pue-
da estar compartiendo información con accesio-
nes procedentes de prospecciones locales.
El grupo IV está formado por los geno-
tipos locales BG 76-6, BG 73-10, Belic L-120, 
‘Belic L-207, BG 73-8, y la accesión introducida 
de la Florida N6.  En la década de los sesenta se 
sembraron semillas de frutos extraordinarios 
de los cultivares N6 y Suprema roja, los cuales 
fueron designados con las letras BG, según lo 
referido por Cañizares (1981). En este grupo 
se pueden encontrar algunos de estos represen-
tantes que pudieran ser hijos de N6. Por otra 
parte, los denominados Belic son procedentes 
de polinización abierta, aún cuando se cono-
ce que su progenitor femenino es Indian pink 
(Cañizares, 1968).  De forma general, el agru-
pamiento de estas accesiones se corresponde 
con el obtenido por SSR y, en algunos casos, 
con el de AFLP en la caracterización previa 
de este banco de germoplasma, excepto para 
el caso de N6 (Rodríguez et al., 2005; Valdés-
Infante, 2009).   
Con relación a las accesiones externas, 
nuevamente la Microguayaba se ubica separada 
del resto, resultado que coincide con el referido 
por Valdés-Infante et al. (2003), Rodríguez et al. 
(2004) y Rodríguez et al. (2005) con la utiliza-
ción de marcadores AFLP, caracteres morfoa-
gronómicos y cebadores SSR, respectivamente. 
Esto corrobora la hipótesis de que esta acce-
sión pueda ser una subespecie de Psidium guaja-
va L. (Valdés-Infante, 2009). 
De igual modo, Peru roja fue prospectada 
en la Isla de la Juventud, y por sus caracterís-
ticas morfológicas distintivas ha sido utilizada 
en los programas de mejoramiento genético 
de esta especie, para la selección de genotipos 
promisorios procedentes de polinización abier-
ta (Cañizares, 1968 y 1981). 
Por otra parte, BG 76-23 también fue iden-
tificada como una accesión externa cuando se 
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emplearon cebadores SSR en la caracterización 
de este germoplasma (Rodríguez et al., 2005). A 
su vez, EEA 18-40 o Enana Roja Cubana se re-
lacionó con un conjunto de accesiones locales 
tanto por AFLP como por SSR (Valdés-Infante 
et al., 2003; Rodríguez et al., 2005), resultado 
que contrasta con el encontrado en el presente 
estudio. Sin embargo, esta accesión reúne un 
conjunto de características morfológicas dis-
tintivas que han hecho de ella el principal cul-
tivar en explotación comercial y el patrón por 
modificar en los programas de mejoramiento. 
Por tanto, no resulta sorprendente que pueda 
portar información genética diferente.
Las diferencias encontradas en el agru-
pamiento de las accesiones por ISTR respecto 
a las obtenidas previamente por AFLP y SSR 
sugieren que el elegir la técnica más apropiada 
para determinados estudios puede resultar un 
proceso difícil, por lo que a menudo se hace 
necesario una combinación de las mismas para 
obtener la información que se desea, lo que 
coincide con lo referido por Mohammadi y 
Prasanna (2003). Lo comentado en este trabajo 
indica la necesidad de realizar estudios integra-
dos en el banco de germoplasma de este cul-
tivo para lograr un manejo más adecuado del 
mismo. Esto garantiza un uso más racional de 
la base genética del guayabo para futuras gene-
raciones, teniendo en cuenta el alto grado de 
parentesco que existe entre la mayoría de las 
accesiones presentes en la colección; por lo 
que la obtención de grupos de diversidad que 
orienten los programas de cruzamientos con-
tribuye a aumentar la variabilidad y a disminuir 
el riesgo de erosión genética en la especie.   
Conclusiones
La técnica ISTR constituye una herra-
mienta de gran la utilidad para la identificación 
de accesiones y el análisis de la diversidad en el 
guayabo.
La identificación de accesiones externas 
con características distintivas pone en eviden-
cia la utilidad de los ISTR para la selección de 
material de interés para conservar por repre-
sentar una fuente peculiar de variabilidad. 
La integración de la información obteni-
da por ISTR, con la referida previamente para 
los marcadores AFLP y SSR, garantizará un ma-
nejo más adecuado del banco de germoplasma 
y de la diversidad existente para futuras gene-
raciones.
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